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Abstract of FR27784D2 

Production of thermophilic alpha -amylase is 
new and comprises expressing Thermococcus 
hydrothermalis alpha -amylase gene in 
Escherichia coli. Production of thermophilic 
alpha -amylase comprises: (a) preparing an 
oligonucleotide probe specific for the alpha - 
amylase gene of a Thermococcus 
hydrothermalis strain (CNCM 1-1319), the 
probe being SA221-Oig (digoxigenin-labeled 
sequence of 221 nucleotides given in the 
specification); (b) digesting chromosomal DNA 
of the T. hydrothermalis strain with EcoRI; (c) 
detecting the alpha -amylase gene by 
hybridization with SA221-Dig; (d) recovering 
DNA fragments by electrophoresis and ligating 
them Into plasmid pKS-; (e) transforming 
Escherichia coli DH5 alpha with the ligation 
mixture by the calcium chloride method; and (f) 
extracting plasmids from the bacteria and 
recovering plasmid pEAMY101 containing the 
alpha -amylase gene. An Independent claim is 
also included for an alpha -amylase enzyme 
produced by the process. 
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OBTENUE. 

(57) Proced6 pour preparer une enzyme a-amylase a partir 
crime souche archaebacterienne Thermococcus hydrother- 
malis (CNCM 1-1319), selon lequel on isofe le gene codant 
pour cette a-amylase et on I'introduit dans une souche de 
bacterie de I'espece E. coli. 

L'enzyme a-amylase produit par cette souche modifiee 
est thermophile. 

Application a Industrie de I'amidon. 
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La presente invention concerne un procede pour preparer une enzyme a- 
amylase thenmophile a partir de la souche archaebacterienne thenmophile 
Thermococcus hydrothermalis (CNCM 1-1319) et I 1 enzyme ainsi obtenue. 

Les enzymes a-amylases sont utilisees pour la production de metabolites 
qui presentent de nombreuses applications industrieNes aussi bien dans le domaine 
agro-alimentaire tel que par exemple en boulangerie patisserie, en alimentation 
dietetique, en boissons, en confiserie, que hors de ce domaine tel que par exemple 
dans les codes et adhesifs, les detergents, la chirnie, la pharmacie, la fonderie, 
etc... 

Mais une des utilisations les plus courantes des a-amylases est leur emploi 
dans la degradation de I'amidon en dextrines, cyclodextrines, maltodextrines, ou 
encore en maltose. Ces produits de degradation peuvent ensuite entrer dans de 
nombreux proc£des industriels comme par exemple dans la fabrication de 
nutriments, d'6paississants ou de stabilisants. Les produits issus de Thydrolyse de 
I'amidon obtenus par Taction d'une a-amylase peuvent etre, & leur tour, transformes 

en d'autres molecules d'interet : par exemple le glucose peut etre transform^ en 

■» 

fructose ou en sorbitol. 

Certes, I'hydrolyse de I'amidon peut se faire chimiquement, mais 
actuellement celle-ci est realisee par des proc6des enzymatiques. La technique 
enzymatique a notamment pour avantage la production en moindre quantite de 
produits indesirables que I'hydrolyse chimique. 

II doit etre rappel& que I'amidon 6tant faiblement soluble & la temperature 
ambiante, il est difficilement attaquable par les a-amylases. Pour permettre une 
hydrolyse, ou liquefaction, il est done necessaire de le solubiliser pour rendre les 
molecules d'amidon accessibles aux enzymes. Cette etape de solubilisation de 
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I'amidon, aussi appelee gelatinisation, est realisee a des temperatures d'au moins 
70°C et pouvant atteindre 100°C. Ce traitement thermique empSche aussi la 
contamination bacterienne. La liquefaction de I'amidon par une a-amylase est done 
realisee a haute temperature et n£cessite I'emploi d'enzymes actives aux 
temperatures elevees utilisees dans I'industrie de I'amidon. 

En outre, cette 6tape de liquefaction est realisee a un pH acide pour limiter 
la formation de produits ind6sirables tels que ceux obtenus si le pH est trop 
basique, notamment si cette etape est suivie d'une etape de saccharification pour 
obtenir du glucose. 

Du fait des conditions d'hydrolyse enzymatique de I'amidon, telles que 
decrites ci-dessus, on cherche a utiliser des a-amylases thermophiles et actives a 
un pH acide pour realiser la liquefaction de I'amidon. 

Actuellement les a-amylases utilisees proviennent de bacteries mesophiles 
dont un petit nombre possede une activite thermophile. On citera I'a-amylase de 
Bacillus liqueniformis (Tenmamyl, Novo Nordisk), I'a-amylase de Bacillus subtiiis 
(Speedase, Nagase & CO Ltd). Celles-ci sont generalement actives a un pH 
compris entre 6,0 et 6,5 e'est-a-dire trop peu acide. 

On connait egalement des micro-organismes thermophiles appartenant £ la 
classe des archaebacteries qui sont doues d'activite amylolytique thermophile : 
Pyrococcus furiosus, Pyrococcus woesei, Thermococcus profundus. 

^utilisation de Tun ou I'autre des micro-organismes cites ci-dessus peut §tre 
une solution pour les industriels. Cependant leur culture est delicate (temperatures 
et pressions elevees, anaerobie, production de produits soufres comme H 2 S, ...) et, 
de plus, les quantites d'enzymes produites par ces micro-organismes sont 
relativement faibles. 
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Aussi un des buts de la pr6sente invention est-il de foumir un proced6 pour 
preparer une enzyme a-amylase thermophile qui est active a un pH relativement 
acide. 

Un autre but de Tinvention est de foumir un tel proced6 qui permet une 
5 production en quantite notable da-amylase. 

Ces buts, ainsi que d'autres qui apparaTtront par la suite, sont atteints par un 
precede pour preparer une enzyme a-amylase thermophile a partir d'une souche 
archaebacterienne Thermococcus hydrothermalis (CNCM 1-1319), dont le g6ne a 
et6 introduit par genie genetique dans le genome d'un micro-organisme m6sophile. 
10 II comprend les etapes suivantes : 

a) on prepare une sonde nucleotidique caracteristique du gene de I'a-amylase de 
ladite souche Thermococcus hydrothermalis et nommee SA221-Dig., 

b) on digere I'ADN chromosomique de ladite souche Thermococcus hydrothermalis 
par une enzyme de restriction Eco Rl, 

15 c) on detecte le g6ne codant pour ladite a-amylase par hybridation avec ladite 

sonde nucleotidique SA221-Dig., 

d) on rScupere des fragments d'ADN par une electrophorese et on les ligue dans le 

plasmide pKS- t 

e) on transforme une souche E coli DH5a par le milieu r6actionnel de la ligation a 

20 I'aide de la methode au CaCI 2l 

f) on extrait les plasmides des bacteries et on recup6re un plasmide renfermant le 

gene codant pour Ta-amylase denomme pEAMY 101 . 

Avantageusement, on sous-clone un fragment Eco Rl-Xba I contenu dans le 
plasmide pEAMY 101 et on le met sous la dependence du promoteur lac du vecteur 
25 pKS-, le nouveau plasmide ainsi obtenu etant d6nomme p662EL100. 
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De preference, on utilise de maniere usuelle une bacterie et on r6cupere & 
partir du sumageant de la culture I'a-amylase produite. 

La presente invention est egalement relative £ une enzyme a-amylase 
produite selon le procede d6crit ci-dessus. 
5 Avantageusement, I'a-amylase est recuperee par expression des plasmides 

pEAMY101 ou p662EL100 contenus dans la bacterie E coli. 

De preference, cette enzyme pr6sente une activity maximale pour un pH 
compris entre 5,0 et 5,5 et une temperature comprise entre 75°C et 85 P C. 

Ne disposant d'aucun renseignement sur Pa-amylase de la souche 
10 archaebacterienne Thermococcus hydmthermalis, cette enzyme n'etant pas purifiee 
a ce jour, en se basant sur les sequences des a-amylases disponibles et sur le fait 
que ces enzymes poss&dent 4 regions consensus, il a fallu r&aliser dans un premier 
temps une sonde nucleotidique specifique du g6ne de I'a-amylase de la souche 
Thermococcus hydrothermalis. Cette sonde nucleotidique a et6 fabriqu6e en 
15 utilisant la technique de reaction de polym6risation en chaine (PCR) decrite d- 
dessous. 

Panni les sequences consensus retrouvees chez les enzymes amylolytiques 
et plus particulierement parmi les regions II et IV, deux sequences en acides 
amines ont ete choisies ; 
20 o la premiere SEQ.ID.NM presente les caracteristiques suivantes : 
Longueur : 6 
Type ; acides amines 

Nombre de brins : simple 
Configuration : Iin6aire 
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Type de molecule : 



peptide 



et peut etre representee par la forrnule DG(L/W)R(I/F)D 

o la seconde SEQ.ID.N°2 pr§sente les caracteristiques suivantes : 



Longueur : 
Type : 



fslombre de brins : 



Configuration : 
Type de motecule : 



acides amines 
simple 
lineaire 
peptide 



et peut etre representee par la formule FY(Q/A)NHD 

Des oligonucleotides deg6neres ont ete deducts £ partir de ces sequences 



en acides amines et synthetises : 

o la premiere SEQ.ID.NT3 pr6sente les caracteristiques suivantes 



Longueur ; 
Type : 

Nombre de brins : 
Configuration : 
Type de molecule : 
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acide nucleique 



simple 



lineaire 



ADN synthetique 



et peut etre representee par la formule GAYGGNYKNM GNWTNGA 
o la seconde SEQ.ID.N D 4 pr6sente les caracteristiques suivantes : 



Longueur : 
Type: 

Nombre de brins : 
Configuration ■: 
Type de molecule : 
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acide nucleique 



simple 



lineaire 



ADN synthetique 



et peut etre representee par la formule RTCRTGRTTN KSNACRAA 
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Ces oligonucleotides d6gener6s sont nommes AMYR2 et AMYR4 
respectivement et servent d'amorces pour les experiences de PCR. Les conditions 
PCR sont les suivantes : ADN gfenomique de Thermococcus hydrothermalis 25 ng ; 
amorces AMYR2 et AMYR4 100 pmoles chacune ; MgCI 2 250 pM ; dNTPs 200 pM ; 
Taq DNA polymerase (Promega, France) 2U ; volume reactionnel 100 Le 
tampon d'amplification utilise a ete foumi par la societe Promega (France) avec 
('enzyme Taq DNA polymerase. L'ADN archaebacterien est, dans un premier 
temps, denature par incubation £ 94°C pendant 10 minutes. L'enzyme Taq DNA 
polymerase est alors ajoutee au melange reactionnel, puis I'ensemble est soumis a 
30 cycles d'amplification en utilisant le DNA Thermal Cycler 480 (Perkin Elmer 
Cetus). Un cycle d'amplification est compose d'une incubation de 1 minute a 94°C 
(etape de denaturation), suivie d'une incubation de 1 minute £ 54°C (etape 
d'hybridation) et d'une incubation de 2 minutes £ 72*C (6tape de polymerisation). 

Par cette methode une partie de I'ADN chromosomique de la souche 
Thermococcus hydrothermalis a pu etre ampliftee. La visualisation des resultats des 
experiences de PCR et la determination de la taille des eventuelles amplifications 
sont realisees en soumettant le milieu r6actionnel d une eiectrophorese en gel 
d'agarose £ 2 % [agarose 2 % ; tampon TBE : Tris-borate 0,090 M ; acide 
ethylenediaminotetraacetique (EDTA) 0,002 M (pH 8,2) ; Bromure d'6thidium 
1 pg/l ; 75 V ; 1 h]. Un amplifiat ayant une taille de 221 paires de bases (pb) a ainsi 
ete obtenu. Cet amplifiat a ensuite 6te recupere du gel d'agarose par electroelution 
a I'aide de I'appareil HBS-Elutor (Biometra). Le morceau de gel d'agarose 
contenant I'ADN est place dans une des cupules prevues a cet effet ; puis la cupule 
est soumise a une electrophorese pendant une heure sous une tension de 100 V. 
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Sous I'effet du courant electrique, I'ADN sort de ('agarose et s'accumule dans le 
fond de la cupule ou on le r6cupere. 

Pour pouvoir etudier cet ampliftet, il a fallu auparavant modifier cet ADN pour 
pouvoir le doner. Les extr^mites de ce fragment sont dans un premier temps 
rendues franches d I'aide du fragment de Klenow de I'ADN polymerase d' E. coti, 
puis ses extremites 5'-OH sont phosphorytees & I'aide de I'enzyme T4 
polynucleotide kinase. La ligation du fragment est realisee en utilisant I'enzyme T4 
DNA ligase. Toutes ces enzymes ont ete foumies par la societe Promega (France) 
et les manipulations ont et6 r6alisees selon le protocole d6crit par cette societe. 

Le fragment d'ADN ainsi modifi§ est clone dans le vecteur pBluescript II KS- 
(pKS-) (La Jolla, CA, USA) au niveau de son site Sma I. Le plasmide ainsi obtenu 
est nomm6 pB220l, 

Uinsert du plasmide pB220l (amplifiat obtenu par PGR) a ete nomm6 SA221 
et a ete sequence. Le sequen^age a ete realise avec un s6quenceur automatique 
ABI model 377 (ABI-Perkin Elmer) en utilisant les primers universels du phage M13 
marques a ia fluorescence. La DNA polymerase Ampli + Taq FS (ABI-Perfcin Elmer) 
et la Thermosequenase (Amersham) ont 6t6 utilistes pour les cycles de 
sequences. Les produits PCR ont ete purifies sur colonne Quiawell 8 (Quiagen). 
La sequence nucteotidique complete a ete etudi6e avec le Sequencer Package 
(Gene Codes Corporation, Ann Arbor, Ml, ODA). 

La sequence nucleotidique de ramplifi3t SA221, SEQ.ID.N°5, a pour 
caracteristiques : 
Longueur : 221 
Type : acide nucleique 

Nombre de brins : double 
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Configuration : lineaire 

Type de molecule : amplifiSt de PCR 

et est representee a la figure 1. 

Pour verifier que cette sequence nucleotidique a bien un rapport avec le 
5 gene recherche, il a 6te effectue des comparaisons avec les sequences dejei 
existantes dans la banque de donnees du National Center of Biotechnology 
Information (NCBI, USA). 

Les resuttats de cette recherche d'homologie ont montre que le fragment 
d'ADN comportait des similitudes avec une partie du gene de I'a-amylase de 
iO Pyrococcus furiosus ainsi qu'avec une partie de deux genes codant pour des a- 
amylases d'orge. La sequence nucleotidique de ramplifidt SA221 6tait cependant 
differente des autres sequences dejS connues. 

La deduction de la structure en acides amin§s et la recherche d'homologie 
en acides animes, SEQ.ID.N°6, avec les sequences en acides amines contenues 
15 dans la banque de donn6es du NCBI ont 6galement ete realisees. Cette sequence 
SEQ.ID.N°6, qui est representee a la figure 2 a pour caract6ristique ; 

Longueur : 73 
Type ; acides animes 
Nombre de brins : simple 
20 Configuration : lineaire 

Type de molecule : proline 

On a ainsi obtenu une forte homologie entre cette sequence en acides 
amines deduite de I'amplifiat SA221 et differentes a-amylases archaebacteriennes. 
25 Ainsi, 94 % d'homologie ont 6t6 trouves entre la sequence en acide amine de 
SA221 et une partie de Ta-amylase de la souche Pyrococcus furiosus. Ce 
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pourcentage d'homologie a atteint 96 % avec une partie de I'a-amylase de la 

souche Thermococcus profundus. 

Les homologies obtenues au niveau des sequences en acides amines ont 
permis de confirmer la manipulation precedente et leur hypothese mais elles ont 
egalement permis de conclure que ce fragment d'ADN codait une partie d'une a- 
amylase d'origine archaebacterienne et que les resultats de PGR n'etaient pas dus 
a une eventuelle contamination. 

Les homologies precedemment obtenues permettent de conclure que le 
fragment SA221, fabrique par amplification d'une partie de I'ADN chromosomal de 
la souche Thermococcus hydrothermatis, est une partie d'un gene codant une a- 
amylase. De ce fait le fragment SA221 est utilise comme sonde pour rechercher le 
gene codant I'a-amylase de Thermococcus hydrothermalis. 

Pour utiliser le fragment SA221 comme sonde, il faut, d'une part, I'obtenir en 
grande quantite et, d'autre part, le marquer, c'est-a-dire lui penmettre de pouvoir 
etre repere, ces deux manipulations ayant pour but de rendre le rep6rage de la 
sonde SA221 plus sensible. Le marquage de la sonde est realist en greffant sur 
celle-ci une molecule facilement detectable. 

La production en grande quantite du fragment SA221 est realis^e a I'aide de 
nouvelles reaction de PCR, mais en utilisant le plasmide pB220l comme ADN 
matrice en remplacement de TADN chromosomique de la souche Thermococcus 
hydrothermalis. Les amplifiats ainsi obtenus sont ensuite marques avec la 
digoxigenine-11-dUTP a I'aide du Kit Dig High Prime DMA Labeling (Boehringer 
Mannheim, France). Le marquage de ces amplifies et la quantification de ce 
marquage sont realises selon le protocole fourni par la Societe Boehringer 
Mannheim. La sonde marquee ainsi obtenue est nomm6e SA221-Dig. 
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Selon le proc6d6 de la presente invention, on dig^re I'ADN chromosomique 
de (a souche Thermococcus hydrothermalis (CNCM 1-1319) par une enzyme de 
restriction telle que Eco Rl commercialisee par la soci6t6 Boehringer Mannheim. 
Les fragments d'ADN obtenus sont ensuite separes par electrophor^se en gel 
d'agarose a 0,8 % (poids/volume). Une partie du gel est conservee a 4°C pour 
recuperer ulterieurement des fragments d'interet, et Tautre partie de ce gel sert au 
transfert et & la fixation des fragments d'ADN sur une membrane de nylon telle que 
celle commercialisee par la societe Amersham sous la marque Hybond-N*. Pour 
cela le gel d'agarose dans lequel sont separes les fragments d'ADN, est immerge 
pendant 15 minutes dans une solution de denaturation (NaCI 1,5 M et NaOH : 0,5 
M) afin de denaturer I'ADN. 

Puis on immerge le gel dans une solution de neutralisation dont la 
composition est Tris-HCI 0,5 M (pH 7,5) et NaCI 1,5 M, d deux reprises pendant 15 
minutes, puis une demiere fois pendant 30 minutes pour permettre de reequilibrer 
le pH. L'ADN est ensuite transfere sur la membrane de nylon par capillarity £ Taide 
d'un tampon de transfert (pH 7) tel que celui a base de NaCI 3M et de citrate 
sodique 0,3 M. Apr6s une nuit de transfert a temperature ambiante, la membrane 
de nylon est plac6e quelques minutes sur du papier Whatmann 3MM imbibe d'un 
tampon SSC 2X (pH 7) comprenant du NaCI 0,15 M et du citrate sodique 0,015 M. 
La fixation de I'ADN a la membrane de nylon est r6alis6e par exposition de cette 
derniere pendant 3 minutes a un rayonnement ultra-violet, puis par contact avec 
NaOH 0,4 M pendant 20 minutes. Puis la membrane de nylon est s6chee d une 
temperature de 37 °C. 

Cette membrane de nylon est ensuite hybrid6e avec la sonde nucteotidique 
SA221-Dig. Pour cela la membrane de nylon est pre-incut>6e a 47°C pendant 30 
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minutes dans tin tampon cThybridation pre-chauffe a 47°C, tel que celui compose du 
tampon SSC 5X de N-!aurylsarcosine 0,1 %, de sodium dodecylsulfate (SDS) 
0,02 %, de formamide 50 % et d'une solution de blocage (blocking solution) 
commercialisee par ia sotiete Boehringer Mannheim. La membrane est ensuite 
mise a hybrider pendant 18 heures a 47°C dans le tampon d'hybridation contenant 
la sonde nucleotidique SA221-Dig. La revelation des bandes ayant hybride la sonde 
SA221-Dig. a ete realisee comme decrit dans le kit de la soci6t6 Boehringer 
Mannheim. 

On a ainsi revele un fragment de 4 kpb qui s'est hybride sur la sonde 
nucleotidique. 

La recuperation des fragments correspondants est rfealisee A partir de la 
portion du gel d'agarose non-traitee et conserve £ 4°C. Pour cela il est nGcessaire 
d effectuer une 6lectroelution comme precedemment decrit. Ces fragments sont 
ensuite Iigu6s dans le plasmide pKS- au niveau du site de restriction Eco Rl. La 
ligation de ces fragments dans le vecteur pKS- est realis6e avec I'enzyme T4 DNA 
Ligase (Promfega, France) avec un rapport fragment/vecteur de 20. Le milieu 
reactionnel de la ligation a ensuite 6te utilise pour transformer la souche E.coli 
DH5a (Bethesda Research Laboratories, Gaithesburg, MD) a I'aide de la methode 
au CaCI 2 (Cohen et a!., 1972). La souche E.coli DH5<x a 6te choisie comme 
receptrice car elle ne possede pas ia capacite d'hydrolyser I'amidon. 

Les cellules ont ensuite ete cultivees en milieu Luria-Bertani (milieu LB) 
pr6alablement additionne d'ampicilline (50 pg/ml). Le milieu LB 6tait compost de 
tryptone (10 g/l), d'extrait de levure (5 g/l) et de NaCI (5 g/l). 

Les plasmjdes contenus par les bacteries sont ensuite extraits avec la 
methode d6crite par Holmes et Quigley (1981). Pour cela, les bacteries sont 
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recup6rees d partir de 5 ml de milieu LB additionne d'ampicilline par centrifugation 
(5000 g ; 2 minutes ; 4°C) et reprises dans du tampon STET [saccharose 8 % ; 
Triton X100 5 % ; EDTA 50 mM. ; Tris-HCI 50 mM. (pH 8,0)] puis 25 pi d'une 
solution de lysozyme a 10 mg/ml ont ete ajoutGs. Apr6s 5 minutes d'incubation a 
temperature ambiante, la preparation est ensuite incubee pendant 1 minute a 
100°C puis centrifugee (15000 g ; 15 minutes ; 4 °C). Le surnageant obtenu est 
debarrasse des proteines par ajout d'un volume de phenol. Apres centrifugation 
(5000 g ; 5 minutes), la phase aqueuse est recup6ree et un volume de chloroforme 
y est ajoute pour eliminer. les traces de phenol pouvant etre restees presentes. 
Apres une nouvelle centrifugation realis6e dans les m§mes conditions que la 
precedente, la phase aqueuse obtenue est debarrassee des ARNs par un 
traitement a I'ARNase (ARNase 10 pg/ml ; 60 minutes; 37°C). La fraction ainsi 
obtenue contient les plasmides des bacteries etudiees. 

Les plasmides renfermant le gene de I'a-amylase sont recherches par 
hybridation avec la sonde SA221-Dig comme d6crit auparavant aprfes transfert et 
fixation sur une membrane de nylon £ I'aide de I'appareil Bio-Dot apparatus (Bio- 
Rad, France). 

Par cette technique on a isole un plasmide qui s'est hydrid6 avec la sonde 
SA221-Dig, Ce plasmide est nomme pEAMY101. 

La souche E.coli DH5a est de nouveau transformee par le plasmide 
pEAMY101 pour verifier si la souche E.coli DH5a transformee est capable 
dexprimer la-amylase de la souche archaebacterienne Thermococcus 
hydrothermalis. Pour cela, on cultive la souche E.coli DH5a transformee par le 
plasmide pEAMY101 (E.co//(pEAMY101)) sur g6lose a Tamidon [(tryptone 4g/l ; 
extrait de levure 2 g/l ; NaCI 5 g/l ; amidon 1 % ; ampicilline 50 pg/ml ; isopropylthio- 
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(3-D-galactoside (IPTG) 1mM. ; agar-agar 10 g/l]. Apres 24 h d'incubation a 37°C 
pour permettre le developpement des bacteries, ies geloses sont incubees a 60°C 
pendant une nuit. A cette temperature Ies micro-organismes sont tues. Par contre 
Ies eventuelles enzymes amylolytiques thermophiles produites sont capables 
d'hydrolyser I'amidan contenu dans la gelose. Pour d6tecter I'hydrolyse de ce 
substrat, on a utilise la technique basee sur Tutilisation de la solution de Lugol. Pour 
cela, une solution de Lugol [l 2 5 g/l ; Kl 10 g/l] a ete d6pos6e sur la gelose pour 
visualiser Ies zones d'hydrolyse de I'amidon. La souche E.coli DH5a a alors donne 
un faible halo de decoloration autour d'elle indiquant que cette souche E.coli etait 
capable d'exprimer le g6ne de I'a-amylase de Thermococcus hydrothermalis , mais 
£ un faible niveau. 

Pour augmenter la production de I'a-amylase thermophile, on a constant un 
autre plasmide, appele p662EL100, dans lequel le fragment d'ADN archaebact6rien 
codant I'a-amylase a et6 mis sous la dependance d'un promoteur fort, en 
('occurrence le promoteur de Pop6ron lactose qui fait partie int6grante du vecteur 
pKS-. Pour cela, on a alors sous-clon6 un fragment Eco Rl-Xba I de 2,7 kpb 
contenu par I'insert du plasmide pEAMY101. Cette nouvelle construction a permis 
de retoumer ce fragment d'ADN archaebacterien contenu dans le plasmide 
pEAMY101 pour le mettre sous la dependance du promoteur lac du vecteur pKS-. 
Cette partie de Tinsert du plasmide pEAMY101 est porteuse du gene de I'a-amylase 
de Thermococcus hydrothermalis. 

La souche E.coli DH5a a 6t6 transformee par le plasmide p662EL100 (E.coli 
(p662EL100)) et celle-ci a et6 testee sur gelose a I'amidon comme cela a ete 
realise pour la souche E.coli (pEAMY101). La souche E.coli (p662EL100) a alors 
pr6sente un important halo de decoloration apres revelation avec la solution de 
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Lugo!, ce qui indique que Ton a reussi a surexprimer I'ct-amylase recombinante 
issue de la souche Thermococcus hydrothermalis. 

Le fragment contenu par le plasmide p662EL100 a alors 6t6 sequence par la 
Societe Eurogentec (Seraing, Belgique). La sequence nucteotidique SEQ.1D.N°7 de 
son insert presente les caracteristiques suivantes : 



Longueur : 
Type: 

Nombre de brins : 
Configuration : 
Type de molecule : 



2705 



acide nucleique 



double 



lineaire 



ADN g6nomique 



et est representee £ la figure 3. 

Dans ce fragment on trouve une seule phase de lecture (ORF pour Open 
Reading Frame) de 1374 nucleotides, SEQ.ID.N°8, prfesentant les caracteristiques 



suivantes : 



Longueur : 



1374 



Type: 



acide nucleique 



Nombre de brins : 



double 



Configuration : 
Type de molecule : 



lin£aire 



ADN genomique 



et est representee £ la figure 4, qui code une proteine de 457 acides amines dont la 
sequence, SEQ.ID.N°9, presente les caracteristiques suivantes : 



Longueur : 
Type: 

Nombre de brins 
Configuration : 



457 

acides amines 

simple 

lineaire 
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Type de molecule : proteine 

et est representee a la figure 5. 

Cette proteine a un poicls moleculaire de 51543 Da (valeur calculee). Elle est 

constitute d'un peptide signal de 22 acides amines, SEQ.ID.N°10, qui presente les 
5 caracteristiques suivantes : 

Longueur : 22 

Type : acides amines 

Nombre de brins : simple 

Configuration : lineaire 
10 Type de molecule : peptide signal 

et est representee par la formule MARKVLVALL VFLWLSVSA VP, et d'une 

proteine mature de 435 acides amines, SEQ.ID.N°11, qui presente les 

caracteristiques suivantes : 

Longueur : 435 
15 Type: acides amines 

Nombre de brins : simple 

Configuration : lineaire 

Type de molecule : prot6ine 

et est representee d la figure 6, et dont le poids moteculaire (valeur caicutee) est de 
20 49236 Da. 

La souche E. coli transformee par le plasmide p662EL100 a ete cultivee en 
milieu LB additionn6 d'ampicilline (50 pg/ml) ainsi que d'IPTG (1mM en final) qui est 
un inducteur du promoteur de I*op6ron lactose, ce qui va favoriser ('expression de 
Ta-amylase recombinante. Le sumageant de culture a 6t6 r6cupere par 
25 centrifugation (8000 g ; 10 minutes) et concentre 100 fois & I'aide d'une unit6 
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Amicon et d'une membrane de type YM ayant un seuil de coupure de 10 kDa 
(Amicon, France). Les bacteries ont ete egalement recuperees par centrifugation 
(8000 g ; 10 minutes ; 4*0), reprises avec un centime du volume initial dans de 
I'eau distillee et soniquees. Les debris cellulaires sont elimin6s par centrifugation 
(10000 g ; 30 minutes . 4°C) et le sumageant obtenu sert d'extralt cellulaire. 

Les deux preparations (sumageant et extrait cellulaire) sont utilisees pour 
tenter de localiser I'activite a-amylasique recombinante. Ceci a ete realise par la 
technique du zymogramme. Cette technique est une 6lectrophoprese en gel 
d'acrylamide dans lequel le substrat de I'enzyme etudtee est inclus et qui est 
realisSe dans des conditions non-d6naturantes pour permettre le maintien de 
I'activite enzymatique recherchee. Le gel de separation est constitu6 d'acrylamide 
(8%), d'amidon (0 t 1 %) et de tampon Tris-HCI 1.5M. (pH 8,8). Apres 
6lectrophor6se A 4°C, le gel est ramene a pH 5,5 par bains successifs d'acide 
maleique 0,1 % et de tampon phosphate 0.1M. (pH 5,5). Ces op6rations ont pour 
but de ramener le pH du gel a une valeur compatible avec I'activite a-amylasique 
etudiee. Le gel est ensuite incub6 pendant 2 heures & 80'C et une solution de Lugol 
est vers6e dessus par la suite pour identifier les zones d'activites amylolytiques 
thermophiles. Par cette technique on a pu montrer que si la majeure partie de 
i'activite a-amylasique 6tait retrouvee dans I'extrait cellulaire, cette activite 6tait 
egalement retrouvee dans le sumageant de culture, ce qui indique que I'enzyme 
recombinante est secr^tee par la colonie E.coii (p662EL100). 

Le fart que I'enzyme sort secretee est important pour sa production a 
l'6chelle industrieile. Ceci permet une recuperation a\s6e de cette enzyme car elle 
est retrouv6e dans le milieu de culture. D'autre part ceci permet d'avoir une 
preparation enzymatique plus facile £ purifier que si elle etait uniquement localisee 
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dans le cytoplasme. Ceci est du £ la presence moindre de prolines et d'activites 
enzymatiques indesirables dans le surnageant de culture par comparaison avec le 
milieu intracellulaire. 

Pour verifier si I'a-amylase recombinante possfede des proprietes physico- 
chimiques interessantes, on etudie son adivite en fonction du pH et de la 
temperature. 

Pour realiser ce travail, differents tampons sont utilises et permettent une 
etude sur une large gamme de pH allant de 3,0 b 8,0. Les tampons utilises sont le 
tampon citrate-phosphate [acide citrique 0,05 M ; phosphate de sodium dibasique 
0,1 M.] pour les pH de 3,0 £ 7,0 et le tampon phosphate (phosphate de sodium 
monobasique 0,1 M ; phosphate de sodium dibasique 0,1 M] pour les pH de 5,5 a 
8,0. Les reactions ont ete realisees a 80°C (temperature optimale de croissance de 
la souche Thermococcus hydrothermalis). Le milieu r6actionnel (500 pi) est 
constitue d'amidon a 1 %, de 125 pi de solution enzymatique brute (surnageant de 
culture en milieu LB additionn6 d'ampicifline (50 pg/ml) et d'IPTG (1 mM) concentre 
100 fois) et de tampon au pH 6tudie. Les incubations ont dure 15 minutes, puis 
apres refroidissement dans de la glace fondante, les sucres reducteurs formes sont 
dos6s par la methode £ Tacide parahydroxybenzoate d'hydrazide (Lever, 1972). Le 
calcul des sucres reducteurs produits par Taction de I'enzyme recombinante selon 
la presente invention sur I'amidon est realist en retranchant a I'essai d'hydrolyse 
realise les valeurs de deux essais temoins ; un temoin enzyme (reaction realisee 
sans amidon) et un temoin substrat (reaction realisee sans solution enzymatique). 

Les resultats ont montr6 que ('optimum de pH est compris entre 5,0 et 5,5 
(figure 7). 
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Pour determiner la temperature 3 laquelle une activite optimale est obtenue, 
on utilise des milieux r6actionnels de 500 pi comme cela est d£crit pr£cedemment. 
Le pH d'etude choisi d6coule des resultats precedents et est pH 5,0. Ces milieux 
sont incubus a des temperatures variant de 40°C a 120°C. La duree des 
5 incubations est de 15 minutes et les sucres r6ducteurs formes sont calcules comme 
precedemment d6crit. 

Cette experience a montre que ('activity maximale est obtenue pour des 
temperatures comprises entre 75°C et 85*C (figure 8). 

De meme, les experiences de culture en milieu liquide de la colonie E.coli 
10 (p662EL1 00) montrent que cette activite peut avoir lieu a 37°C. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede pour preparer une enzyme a-amylase thermophile a partir d'une 
souche archaebacterienne Thermococcus hydrothermalis (CNCM 1-1319), dont le 
gene a 6t6 introduit par genie genetique dans le genome d'un micro-organisme 
mesophile. caracterise par le fait qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) on prepare une sonde nucleotidique caracteristique du g6ne de I'a-amylase de 
ladite souche Thermococcus hydrothermalis et nomnri6e SA221-Dig., 

b) on digere I'ADN chromosomique de ladite souche Thermococcus hydrothermalis 
par une enzyme de restriction Eco Rl, 

c) on detecte le gene codant pour ladite a-amylase par hybridation avec ladite 
souche nucleotidique SA22 1 -Dig. , 

d) on effectue une 6lectrophor6se afin de recuperer des fragments d'ADN et on la 
ligue dans le plasmide pKS-, 

e) on transforme une souche E. Coli DH5a par le milieu reactionnel de la ligation a 
Taide de la methode au CaCI 2 , 

f) on extrait les plasmides des bacteries et on recupere un plasmide renfermant le 
g6ne codant pour Ta-amylase denomme pEAMY101 . 

2. Procede selon la revendication 1 , caracterise par le fait que Ton sous- 
clone un fragment Eco Rl-Xbal contenu par I'extrait du plasmide pEAMY 101 et on 
le met sous la dependance du promoteur lac du vecteur pKS- t le nouveau plasmide 
ainsi obtenu 6tant d6nomm6 p662EL100. 

3. Procede selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise par le fait que 
I'on utilise de maniere usuelle une bact6rie et en ce que Ton r6cup^re & partir du 
sumageant de la culture I'a-amylase produite. 
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4. Enzyme a-amylase, caracterisee par le fait qu'elle est obtenue par le 
proc6d6 selon Tune des revendications 1 a 3. 

5. Enzyme a-amylase selon la revendication 1 , caract6ris6e par le fait qu'elle 
est recuperee par expression des plasmides pEAMY101 et p662EL100 contenus 
dans la bacterie E. coli. 

6. Enzyme a-amylase selon les revendications 4 et 5, caracterisee par le fait 
que son activity est maximale pour un pH compris entre 5,0 et 5,5 et une 
temperature comprise entre 75°C et 85*C. 
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GATCCTGGGC 


GGTTGGAGAG 


TACTGGGACA CCAACGTCGA TGCACTCCTG 


50 


AGCTGGGCCT 


ACGACAGCGG 


TGCTAAAGTC TTCGACTTCC .CGCTCTACTA 


100 


CAAGATGGAC 


GAGGCCTTCG 


ATAACAACAA CATCCCCGCC CTCGTGGACG 


150 


CCCTCAAGAA 


CGGAGGCACG 


GTCGTCAGCC GCGACCCGTT CAAAGCCGTG 


200 


ACCTTCGTTG 


CCAACCACGA 

■ 


T 


221 






r 3- £ 





CWAVGEYWDT NVDALLSWAY DSGAKVFDFP LYYKMDEAFD NNNIPALVDA 50 
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GAATTCAGGC AGGCCTACCT CCAGGTCGAA GCCGAGAGAC TCGTGGGAAT 
CCTTGAAAAG GCGGGAATAG AGATAAAAGA CAGAGAAAAG CTGAAAGAAC 
TCGTGAAGGA GGTTCTGAAC GAGATTGAGA TCAACTCCCA ATCCGTAATA 
AAGAGGATAT CGCAGGCGGA AGTTGACCTG ACGGAGATAG AACTGTTCCA 
CGTCCTCAAC ATGCTGGTTT TCA7GCAGAG CTGTGAGCTG TGCGAGAAGG 
CAAAAAAGAT AAAGAAACTG GTCGGATTCT AGGCGGTCAT CCCTACATAT 
GAAACATGAT GTCCCGTTTC TGGCCCGCCA TGGTGGACAA TCACGCTCCC 
CAATGCACAT T AAAG AC AAA ACTTAAATAT TTCACCATCG GTGATATATT 
CTGACCATCC GGTGGTGACT GCCATGGCCA GAAAGGTGTT GGTTGCACTT 
CTCGTATTTC TAGTAGTTCT CAGCGTCTCG GCAGTTCCTG CGAAGGCGGA 
AACCCTTGAG AACGGCGGCG T C AT AATGCA GGCCTTCTAC TGGGACGTCC 
CAGGTGGAGG AATCTGGTGG GACACCATAG CCCAGAAGAT ACCCGACTGG 
GCGAGCGCCG GGATTTCGGC AATATGGATT CCTCCCGCGA GTAAGGGCAT 
GAGCGGCGGC TATTCGATGG GCTACGACCC CTACGATTTC TTCGACCTCG 
GTGAGTACTA CCAGAAGGGA AGCGTTGAGA CCCGCTTCGG ATCAAAAGAG 
GAGCTTGTGA ACATGATAAA CACCGCCCAT GCTCACAACA TGAAGGTCAT 
AGCGGACATA GTCATCAACC ACCGCGCCGG CGGCGACCTG GAGTGGAATC 
CTTTCACCAA CAGCTACACC TGGACCGATT TCTCGAAGGT CGCGTCGGGC 
AAGTACACGG CCAACTACCT CGACTTCCAC CCGAACGAGC TTCACGCGGG 
CGATTCCGGA ACATTTGGAG GCTATCCCGA CATATGCCAC GACAAGAGCT 
GGGACCAGCA CTGGCTCTGG GCCAGCAACG AAAGCTACGC CGCCTACCTC 
CGGAGCATCG GCATCGACGC CTGGCGCTTC GACTACGTCA AGGGCTACGC 
TCCCTGGGTC GTTAAGAACT GGCTGAACCG GTGGGGCGGC .TGGGCGGTTG 
GAGAGTACTG GGACACCAAC GTCGATGCAC TCCTGAGCTG GGCCTACGAC 
AGCGGTGCTA AAGTCTTCGA CTTCCCGCTC TACTACAAGA TGGACGAGGC 
CTTCGATAAC AACAACATCC CCGCCCTCGT GGACGCCCTC AAGAACGGAG 
GCACGGTCGT CAGCCGCGAC CCGTTCAAAG CCGTGACCTT CGTTGCCAAC 
CACGATACCA ACATAATCTG GAACAAGTAT CCGGCCTACG CCTTCATCCT 
CACCTATGAG GGACAGCCGG CAATATTCTA CCGCGACTAC GAGGAGTGGC 
TCAACAAGGA CAGGCTCAGG AACCTCATCT GGATACACGA CCACCTCGCG 
GGAGGAAGCA CAGACATCAT CTACTACGAC AGCGACGAGC TTATCTTCGT 
GAGAAACGGC TACGGGGACA AGCCGGGACT GATAACCTAC ATCAACCTCG 

■ • • « ■ • 

GCTCAAGCAA GGCCGGAAGG TGGGTCTACG TTCCGAAGTT CGCAGGCTCG 
TGCATACACG AGTACACCGG CAACCTCGGC GGCTGGATTG ACAAGTGGGT 
TGACTCAAGC GGTCGGGTCT ACCTTGAGGC CCCCGCCCAC GACCCGGCCA 
ACGGCCAGTA CGGCTACTCC GTTTGGAGCT ACTGCGGGGT GGGCTGAAGT 
CTCCACTCCA GTTGTTTTCA TTCATTTTCA TTCTTCTTGT TTTCTGTTTA 
CGACGACACT TGATTGGCTC CCCGTCTCGC GAATCCGGGC CAGAGGAACT 
CAAAAATCCC ACTGAGAAGC CAGGCCGTGA GGAACATCGC CATCTCCTTC 
GAGATGCCGT AAACAGTCCC CTCAAGGAGC AGGTACTCCG CCCCACAGAG 
AACCACCAAA GCAGCATACA GAAGGACGTT CCGAAGTAAA AAGGCCCCCT 
CCAGTTTCCC GTTCCGGAAC TCCCAGGCGC GGGGGAGGAG GACACCCGCA 
ACCCAGAGAA GGACCAGAAC GAGCATCGTC TCAGGAGAAA GCCCTCTAAC 
CGCGAGGACG GCGACCGCAA GGATAACGGC TGGAACCGAC ATGAGCACCC 
GAACCGCGTT TTTGTAGACC ATTTTTCATC ACCCAGTTTC GAGACATTAA 
AATATTTTGA AAAACTTAAA ATAC-ATTAGC CTCTCTTCAC ATAGACCCAT 
GACTGTCCGT GACTGTCCAC AAACTTGTGA GCAGCATCTG AGATCTTAGC 
CGCAGCAGCT GACGCAGATA ATGAAACCCC TGGAGCCACT ATTGAAACGT 
ATTTTGTGTT TGGTAGTATA TAGTATTTGG GACCTGATTT GTTGTACAGA 
TACGTCTCAA AGTTGGACGC AAGTGTCATT CCCGGCACTA CAACGTTAGG 
ATAATAGTAG TTACTTTTGG TAACTATCCA GAAGTACTGA TAATCGGTGG 
ATTCCCAGTA GTCACTCAGT TTAAACCCCT GAAACATTAT GCCTCCCGCC 
GCAGACCATA TAGCCATAGC TATTGGCATT GAAAGAGGTA ACGCCGGAAG 
TCCAAGTAT CCAAGCTACTA TACTGGCTTT TGCATAATTG TCACTAAATT 
CTAGA 
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ATGGCCAGAA AGGTGTTGGT TGCACTTCTC GTATTTCTAG TAGTTCTCAG 50. 

CGTCTCGGCA GTTCCTGCGA AGGCGGAAAC CCTTGAGAAC GGCGGCGTCA 100 

TAATGCAGGC CTTCTACTGG GACGTCCCAG GTGGAGGAAT CTGGTGGGAC 150 

ACCATAGCCC AGAAGATACC CGACTGGGCG AGCGCCGGGA TTTCGGCAAT 200 

ATGGATTCCT CCCGCGAGTA AGGGCATGAG CGGCGGCTAT TCGATGGGCT 2 50 

ACGACCCCTA CGATTTCTTC GACCTCGGTG AGTACTACCA GAAGGGAAGC 300 

GTTGAGACCC GCTTCGGATC AAAAGAGGAG CTTGTGAACA TGATAAACAC 350 

CGCCCATGCT CACAACATGA AGGTCATAGC GGACATAGTC ATCAACCACC 400 

GCGCCGGCGG CGACCTGGAG TGGAATCCTT TCACCAACAG CTACACCTGG 450 

ACCGATTTCT CGAAGGTCGC GTCGGGCAAG TACACGGCCA ACTACCTCGA 500 

CTTCCACCCG AACGAGCTTC ACGCGGGCGA TTCCGGAACA TTTGGAGGCT 550 

ATCCCGACAT ATGCCACGAC AAGAGCTGGG ACCAGCACTG GCTCTGGGCC 600 

AGCAACGAAA GCTACGCCGC CTACCTCCGG AGCATCGGCA TCGACGCCTG 650 

GCGCTTCGAC TACGTCAAGG GCTACGCTCC CTGGGTCGTT AAGAACTGGC 700 

TGAACCGGTG GGGCGGCTGG GCGGTTGGAG AGTACTGGGA CACCAACGTC 750 



GATGCACTCC TGAGCTGGGC CTACGACAGC GGTGCTAAAG TCTTCGACTT 
CCCGCTCTAC TACAAGATGG ACGAGGCCTT CGATAACAAC AACATCCCCG 
CCCTCGTGGA CGCCCTCAAG AACGGAGGCA CGGTCGTCAG CCGCGACCCG 
TTCAAAGCCG TGACCTTCGT TGCCAACCAC GATACCAACA TAATCTGGAA 
CAAGTATCCG GCCTACGCCT TCATCCTCAC CTATGAGGGA CAGCCGGCAA 
TATTCTACCG CGACTACGAG GAGTGGCTCA ACAAGGACAG GCTCAGGAAC 
CTCATCTGGA TACACGACCA CCTCGCGGGA GGAAGCACAG ACATCATCTA 
CTACGACAGC GACGAGCTTA TCTTCGTGAG AAACGGCTAC GGGGACAAGC 
CGGGACTGAT AACCTACATC AACCTCGGCT CAAGCAAGGC CGGAAGGTGG 
GTCTACGTTC CGAAGTTCGC AGGCTCGTGC ATACACGAGT ACACCGGCAA 
CCTCGGCGGC TGGATTGACA AGTGGGTTGA CTCAAGCGGT CGGGTCTACC 
TTGAGGCCCC CGCCCACGAC CCGGCCAACG GCCAGTACGG CTACTCCGTT 
TGGAGCTACT GCGGGGTGGG CTGA 
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MARKVLVALL VFLWLSVSA VPAKAETLEN GGVIMQAFYW DVPGGGIWWD 50 

TIAQKIPDWA SAGISAIWI? PASKGMSGGY SMGYDPYDFF DLGEYYQKGS 100 

VETRFGSKEE LVNMINTAHA KNMKVIADIV INKRAGGDLE WNPFTNSYTW 150 

TDFSKVASGK YTANYLDFHP NELHAGDSGT FGGYPDICHD KSWDQHWLWA 200 

SNESYAAYLR SIGIDAWRFD YVKGYAPWW KNWLNRWGGW AVGEYWDTNV 250 

D ALL SWA YDS GAKVFDFPLY YKMDEAFDNN NIPALVDALK NGGTWSRDP 300 

FKAVTFVANH DTNIIWNKYP AYAF ILTYEG QPAIFYRDYE EWLNKDRLRN 3 50 

LIWIHDHLAG GSTDIIYYDS DELIFVRNGY GDKPGLITYI NLGSSKAGRW 400 

VYVPKFAGSC IHEYTGNLGG WIDKWVDSSG RVYLEAPAHD PANGQYGYSV 450 

WSYCGVG 457 



217 QAM 



AKAETLENGG VIMQAFYWDV PGGGIWWDTI AQKIPDWASA GISAIWIPPA 50 

SKGMSGGYSM GYDPYDFFDL GEYYQKGSVE TRFGSKEELV NMINTAHAHN 100 

MKVIADrVTN HRAGGDLEWN PFTNSYTWTD FSKVASGKYT ANYLDFHPNE 150 

LHAGDSGTFG GYPDICHDKS WDQHWLWASN ESYAAYLRSI GIDAWRFDYV 200 

KGYAPWWKN WLNRWGGWAV GEYWDTNVDA LLSWAYDSGA KVFDFPLYYK 2 50 

MDEAFDNNNI PALVDALKNG GTWSRDPFK AVTFVANHDT NIIWNKYPAY 3 00 

AFILTYEGQP A I FYRDYEEW LNKDRLRNLI WIHDHLAGGS TDIIYYDSDE 3 50 

LIFVRNGYGD KPGLITYINL GSSKAGRWVY VPKFAGSCIH EYTGNLGGWI 400 

DKWVDSSGRV YLEAPAHDPA NGQYGYSVWS YCGVG 435 
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O : tampon Citrate-Phosphate 
□ : tampon Phosphate 
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CATEGORIE DES DOCUMENTS CITES 



X : partlcuHerement pertinent a M aeul 

Y : parti cutierement pertinent en complnataon avecun 

autre document de ia me me categone 
A : pertinent a rencontre rfau moms une revendlcatJon 

ou arnere-pujn technologtque general 
O : divulgation non-ecme 

P : document Intercalate 
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theone ou prmcipe a la base de l inverrtion 
document pe ore*ot oeneficlant dune date anteneure 
a ia oaie de depet et qut na ete puOIMqu'a cette date 
de depot ou qu a une date poeterieure. 
: cite dans la demande 
cite pour d autre* raisons 
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